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Destinataire: 


NOTIFICATION D'ELECTION 

(regie 61 .2 du PCT) 


Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 


Date d expedition you r/mo is/an nee; 
21 juillet 2000 (21 .07.00) 


en sa quality d'office 6lu 


Demande irrtemationale no 
PCT/FR99/02827 


R6f§rence du dossier du dSposant ou du mandataire 
MJPcb539/79 


Date du d6pSt international Oour/mois/ann§e) 
18novembre 1999 (18.11.99) 


Date de priorite (jour/mois/ann6e) 
18 novembre 1998 (18.11.98) 


D6posant 

RENARD, Michel etc ^ — :r~~zzz:3z:zzziizziizzziiiiizzizi: 



1. L'office d6sign§ est avis6 de son Election qui a §t6 faite: 



Px] dans la demande d'examen pr6liminaire 
' — international le: 



international present6e § {'administration charg6e de I'examen pr^liminaire 
16 juin 2000 (16.06.00) 



□ 



dans une 



declaration visant une Election ult6rieure d6pos6e auprds du Bureau international le: 



2. L'6lection [2<J a6t6faite 

I I n'a pas 6t6 faite 

avant rexpiration d'un d61ai de 19 mois k compter de la date de priority ou, lorsque la r^gle 32 s'appllque. dans le delai vis6 



^ la rdgle 32.2b). 



Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colonnbettes 
1211 Gendve 20, Suisse 



no de t6l6copieur: (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autoris6 

Antonia Muller 

no de t6l§phone: (41 -22) 338.83.38 
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AVIS INFORMANT LE DEPOSANT DE LA 
COMMUNICATION DE lA DEMANDE 
INTERNATIONALE AUX OFFICES DESIGNES 

(regie 47.1.c), premiere phrase, du PCT) 



Date d'expedition Oour/mois/annee) 
25 mai 2000 (25.05.00) 



Desttnataire: 

VIALLE-PRESLES, Marie-Jose 
Cabinet Ores 

6, avenue de Messiqe*/;^p.j 
F-75008 Paris 

FRANCE I r> 
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Reference du dossier du deposant ou du mandataire 

MJPcb539/79 


AVIS IMPORTANT 


Demande internationale no 
PCT/FR99/02827 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

18 novembre 1999 (18.11.99) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 

18 novembre 1998 (18.11.98) 


Deposant 

INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMiQUE (INRA) etc 



1 11 est notifie par la presente qu'a la date indiquee ci-dessus comme date d'expedition de cet avis, le Bureau international a 
communique, comme te prevoit Tarticle 20, la demande internationale aux offices designes suivants: 

AU,CN,JP,KP,KR,MA,US 

Conformement a la regie 47.1 x), troisieme phrase, ces offices acceptent le present avis cotrime preuve deternninante 
du fait que la communication de la demande internationale a bien eu lieu a la date d'expedition indiquee plus naut, et le 
deposant n'est pas tenu de remettre de copie de la demande internationale a I'office ou aux offices designes. 

2. Les offices designes suivants ont renonce a I'exigence selon laquelle cette communication doit etre effectuee a cette date: 

AE,AUAM,AP,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,CA,CR,CU,CZ,DM,EA,EE,EP,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IUIN, 
IS,KE,KG,KZ,LC,LK,LR^S,LT,LV,MD,MG,MK,MN,MW,MX,NO,NZ,OA,PURO,RU,SD,SG,SI,^ 

La JdfJ^nJcaxilJs^^^ de ces offices. De plus, le deposant n'est pas tenu de remettre 

de copie de la demande internationale aux offices en question (regie 49.1)a-bis)). 

3. Le present avis est accompagne d'une copie de la demande internationale publiee par le Bureau international le 
25 mai 2000 (25.05.00) sous le numero WO 00/29585 



RAPPEL CONCERNANT LE CHAPITRE II (article 31.2)a) et regie 54.2) 

Si le deposant souhaite reporter Touverture de la phase nationale jusqu'a 30 mois (ou plus pour ce qui concerne certains 
offices) a compter de la date de priorite, la demande d'examen preliminaire international doit etre presentee a 
I'administration competente chargee de I'examen preliminaire international avant I'expiration d un delai de ia mois a 
compter de la date de priorite. 

II appartient exclusivement au deposant de veiller au respect du delai de 19 mois. 

II est a noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a son 
domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international 

RAPPEL CONCERNANT L'OUVERTURE DE LA PHASE NATIONALE (article 22 ou 39.1)) 

Si le deposant souhaite que la demande internationale procede en phase nationale, il doit, dans le delai de 20 mois ou 
de 30 mois, ou plus pour ce qui concerne certains offices, accomplir les actes mentionnes dans ces dispositions aupres 
de chaque office designe ou elu. 

Pour d'autres informations importantes concernant les delais et les actes a accomplir pour I'ouverture de la phase 
nationale, voir Tannexe du formulaire PCT/lB/301 (Notification de la reception de I'exemplaire original) et le volume II 
du Guide du deposant du PCT. 





Fonctionnaire autorise 


Bureau international de TOMPI 




34, chemin des Colombettes 


J. Zahra 


121 1 Geneve 20, Suisse 




no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 
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Expedite ur : le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 


Destinataire: 


NOTIFICATION RELATIVE 
A LA PRESENTATION OU A LA TRANSMISSION 
DU DOCUMENT DE PRIORITE 

{instruction administrative 411 du PLT) 


VIALLE-PRESLES, Marie-Jose ^ 

Cabinet Ores """^r --^ \ 

6, avenue de Messine 
F-75008 Paris 

FRANCE ... 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 

13 janvier 2000(13,01.00) 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
MJPcb539/79 


NOTIFICATION IMrOn 1 AIM 1 b 


Demande Internationale no 
PCT/FR99/02827 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

18 novembre 1999 (18.11.99) 


Date de publication Internationale (jour/nnois/annee) 

Pas encore publiee 


Date de priorite (jour/mois/annee) 

18 novembre 1998 (18.11.98) 


Deposant 

INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIGUE (INRA) etc 


1 La date de reception (sauf lorsque les lettres "NR" figurent dans la colonne de droite) par ie Bureau ^.^^^^^^^ 
documents de priorit^ correspondent a ta ou aux demandes enumerees cl-apres est not.fiee au deposant. Sauf md. cat. o^^ 
contraire consistent en un asterisque figurant a cote d'une date de reception, ou les lettres "NR^ dans ' a ^ ' ° " ^^^^^ ^ro.te, 
1; document de priorite en question a ete presents ou transmis au Bureau international d'une maniere conforms a la 
regie 17.1. a) ou b). 

2. Ce formulaire met a jour et remplace toute notification relative a la presentation ou a la transmission du document de priorite 
qui a ete envoyee precedemment. 

3 Un asterisqueC) figurant a cote d'une date de reception dans la colonne de droite signale un document de prionte presente 
ou trS^s au Bureau international mais de maniere non conforms a la regie 17.1.a) ou b). Dans ce cas. ratte,rt.on du 
dfioorr^est appeleesur la regie 17.1.c) qui stipule qu'aucun office d6sign6 ne peut decider de ne pas tenir compte de la 
feven^i^ation dTprl^rU^^ avant d'avoir donne au deposant la possibilite de remettre le document de pnonte dans un dela. 
raisonnable en I'espece. 

4 Les lettres "NR" figurant dans !a cotonne de droite signalent un document de priorite que le Bureau international n'a pas 
Su ou Suei^ deposant n'a pas demande a I'office recepteur de preparer et de transmettre au Bureau international 
conformement a la regie 17.1. a) ou b), respectivement. Dans ce cas, rattention du deposant est appelee sur la regie 17.1.c) 
TuSpurqu-auc^ designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la revendication de prionte avant d'avoir donne 
au deposant la possibilite de remettre le document de priorite dans un delai raisonnable en 1 espece. 


Date de oriorite Dennande de oriorite n _ 


Pavs. office reaional ou Date de reception du 
nffine receoteur selon le PCT document de pnonte 


18 nove 1998 (18.11.98) 98/14470 


FR 20 dece 1999 (20.12.99) 


Bureau international de TOMPI 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneve 20, Suisse 

no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


Fonctionnaire autorise: ^,*r^ 

Marc Salzman 

no de t6lephone (41-22) 338.83.38 

003051585 



Formulaire PCT/IB/304 (juillet 1998) 



TRAITE oflboOPERATION EN MATIErAe BR EVETS 

PQJ ^^^'^ 08 FEB 2001 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du d6posant ou du 
mandataire 

MJPcb539/79 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER pr61iminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande intemationale n*' 
PCT/FR99/02827 


Date du depjot international (jour/mois/ann4e) 
18/11/1999 


Date de priority (jour/mois/ann^e) 
18/11/1998 


Classification intemationale des brevets (CIB) ou k la fots classification nationale et CIB 
C12N 15/29 


Deposant 

INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRO... et al. 



1. Le present rapport d'examen prelinninaire international, etabli par I'administaration chargee de Texamen prellminaire 
international, est transnnis au deposant confornnement a Tarticle 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y connpris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
Tadministration chargee de I'examen prelinninaire international (voir la regie 70.16 et instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 
I S Base du rapport 



Absence de fornnulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 

Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

Irregularites dans la demande Internationale 

Observations relatives a la demande Internationale 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

16/06/2000 


Date d'ach6vement du present rapport 
05.02.2001 


Nom et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international; 

Office europ6en des brevets 
^ D-80298 Munich 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax:+49 89 2399-4465 


Fonctionnaire autoris^ ^^^^^l?;:^;^^,^ 

Ury, A (1 ^ 1 
N'' de telephone +49 89 2399 841 1 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 





RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n** PCT/FR99/02827 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres {les feuilles de remplacement qui ont 4te remises d 
('office recepteur en reponse a une invitation faite conformement k ('article 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'e((es ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70,17).) : 

Description, pages: 

1-13 version initiale 

Revendicatlons, N"": 

1-12 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'administration ou 
\u\ ont ete remis dans la langue dans iaquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de Tadminlstration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 



3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 

internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 



□ contenu dans la demande internationale. sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon Iaquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon Iaquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendicatlons, n°^ : 

□ des dessins, feuilles : 



55.3). 



sequences : 



Formulaire PCT/IPEA/409 {cadres l-Vlll, feuille 1) (juillet 1998) 



RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande intemationale n° PCT/FR99/02827 



5. □ Le present rapport a et6 formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6t6 considerees 
comme allant au-dela de I'expose de invention tel qu'il a ete depose, comme il est indiqu6 ci-apr§s (r§gie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiqu6e au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas eciieant : 



V. Declaration motivee selon l article 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 2-4,8-12 

Non : Revendications 1, 5-7 

Activite inventive Oui : Revendications 

Non : Revendications 1-12 

Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1-12 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande Internationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande Internationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR99/02827 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Point V, 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1: WO 96/24674 
D2: WO 94/13814 
D3: WO 95/27791 

I) Le probleme que se propose de resoudre la presente demande reside dans 
I'identification d'une enzyme impliquee dans I'activite LPAAT chez le colza 
{Brassica napus). 

L'etat de la technique montre que des enzymes LPAAT ont deja ete donees chez 
d'autre plantes, en particulier chez Limnanthes douglasii {vo\r D1), chez Zea mays 
(voir D2) et a partir d'endosperme de noix de coco (voir D3); voir egalement la 
description de la presente demande pages 4-5. 

Par ailleurs I'art anterieur montre egalement que certaines sequences 
peptidiques, dont les sequences FPEGTRS et/ou PFKKGA, sont communes a des 
sequences d'enzymes LPAAT anterieurement connues (voir la presente demande 
pages 5-6, D1 Figs. 5-7 et D3 Fig. 16). 

Enfin, la presence d'une activite LPAAT chez le colza etait reconnue, comme 
indique dans D1 , page 2 et D3, page 3, lignes 30-34 (voir description page 3, 
lignes 12-16). 

Ainsi, pour resoudre le probleme pose I'homme du metier, fort de I'enseignement 
de l'etat de la technique, aurait essaye avec des chances raisonnables de succes 
et serait arrive par des techniques classiques a doner le gene LPAAT chez le 
colza. Outre la methode decrite dans I'exemple 1 de la demande d'autres 
approches etaient possibles comme par exemple I'utilisation de sondes 
oligonucleotidiques correspondant aux sequences FPEGTRS et/ou PFKKGA 
communes a des sequences d'enzymes LPAAT anterieurement connues. 



Formulaire PCT/Feutlle separee/409 (leuille 1) (OEB-avril 1997) 
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RAPPORT D'EXAMEN 



Demande intemationale n** PCT/FR99/02827 



PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



En consequence, Tobjet du present jeu de revendications ne semble pas faire 
preuve d'activite inventive (Article 33.3 PCX). 

II) 1) La sequence peptidique de la LPAAT d'endosperme de noix de coco (voir D3) 

presente 31 ,2% d'identite avec la presente SEQ ID NO:2, sur un recouvrement de 
231 aa. Ainsi pour I'ensemble de la SEQ ID NO:2, I'ldentite avec la sequence de 
D3 est superieure a 20%. En consequence, D2 detruit la nouveaute de la 
revendication 1 (Article 33.3 PCT). 

2) Dans la nnesure ou la sequence de la LPAAT selon la presente demande est 
presente a Tetat sauvage chez le colza, aucune caracteristique distinctive ne 
permet de distinguer une cellule de colza sauvage ou une plante de colza 
sauvage des cellules et plantes revendiquees dans les revendications 5-7. A noter 
que les termes "recombinant" et "transformee" ne sauraient conferer aux dites 
cellules et plantes une quelconque caracteristique distinctive. 
En consequence, les objets des revendications 5, 6 et 7 sont anticipes (Article 
33.2 PCT) par n'importe quelle cellule et plante de colza naturelles. 



Point VII, 



La figure 1 mentionnee page 4, ligne 27 de la demande est absente. 
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(PCT Article 36 and Rule 70) 
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CO 
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m 
o 
m 

< 



Applicant's or agent's file reference 
MJPcb539/79 



International application No. 

PCT/FR99/02827 



SeeNotificationofTransmittaloflntemal^al Prdimiil 
FOR FURTHER ACTION E^an^jnation Report (Form PCT/IPE^j) 



International filing date (day/month/year) 

18 November 1999(18.11.99) 



Priority date (day/month/0^) 

18 November 199^8.g980J 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/29 



Applicant 



INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE (INRA) 



S 



^ rr 

p 
CI 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



I 


I2S1 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

16 June 2000(16.06.00) 


Date of completion of this report 

05 February 2001 (05.02.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR99/02827 



Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
I [ the international application as originally filed 

[X] the description: 

pages 

pages 

pages 



1-13 



, as originally filed 
filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims; 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-12 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



□ 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 

pages 
pages 

pages 



, as originally filed 

filed with the demand 



filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language m which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. v,- u • 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I I the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1 (b)). 

I I the language of publication of the international application (under Rule 483(b)). 

I I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



□ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 



Form PCT/IPE A/409 (Box I) (July 1998) 



INTERNATIONAL PREOMINARY EXAMINATION REPORT 



lational application No. 
PCT/FR 99/02827 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or Industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



2-4, 8-12 



1, 5-7 



1-12 



1-12 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

Reference is made to the following documents 



Dl 
D2 
D3 



WO 96/24674 
WO 94/13814 
WO 95/27791 



I. 



The problem that the present application aims to 
solve can be considered to be that of the 
identification of an enzyme involved in LPAAT 
activity with rape seed {Brassica napus) . 



The prior art describes how LPAAT enzymes have 
already been cloned in other plants, particularly in 
Limnanthes douglasii (see Dl), in Zea mays (see D2 ) , 
and from coconut endosperm (see D3) ; see, as well, 
the description of the present application on pages 
4-5. 



In addition, the prior art also discloses that some 
peptide sequences, including FPEGTRS and/or PFKKGA, 
are common to previously known LPAAT enzyme 
sequences (see the present application on pages 5-6, 
Dl, Figures 5-7, and D3, Figure 16). 
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INTERNATIONAL PREHMINARY EXAMINATION REPORT 



imational application No. 
PCT/FR 99/02827 



Finally, the presence of LPAAT activity in rape seed 
was recognised, as indicated in Dl, page 2, and D3, 
page 3, lines 30-34 (see description page 3, lines 
12-16) . 

Thus, in order to solve the stated problem, a person 
skilled in the art, knowledgeable of the prior art 
teaching, would have made an attempt with reasonable 
chances of success, and would have been able to 
clone the LPAAT gene in rape seed, by use of 
conventional techniques. In addition to the method 
described in Example 1 of the application, other 
approaches were possible, such as, for instance, the 
use of oligonucleotide probes corresponding to the 
FPEGTRS and/or PFKKGA sequences, common to 
previously known sequences of LPAAT enzymes. 

Consequently, the subject matter of the present set 
of claims does not appear to involve an inventive 
step (PCT Article 33(3)). 



II. 1. The peptide sequence of coconut endosperm LPAAT (see 
D3) is 31.2% identical to the present SEQ ID N0:2, 
over an overlap of 231aa. Thus, all of SEQ ID NO: 2, 
is more than 20% identical to the sequence of D3 . 
Consequently, D2 deprives Claim 1 of novelty (PCT 
Article 33 (3) ) . 



2. To the extent that the LPT^T sequence according to 
the present application is found in the wild state 
in rape seed, no distinctive feature enables a wild 
rape seed cell or a wild rape seed plant to be 
distinguished from the cells and plants claimed in 
Claims 5-7. It should be noted that the terms 
"recombinant" and ''transformed" can not confer any 
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distinctive feature onto the aforementioned cells 
and plants. 

Consequently, the subject matter of claims 5, 6, and 
7 is anticipated (PCT Article 33(2)) by any natural 
rape seed cell and plant. 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRElWnaRY EXAMINATION REPORT 



InSRational application No. 
PCT/FR 99/02827 



VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Figure 1, mentioned on page 4, line 27 of the 
present application, is lacking. 
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GENE CODANT POUR UNE ACYLTRANSFERASE DE COLZA, 
ET SES UTILISATIONS 
L' invention est relative a 1' identification et 
au clonage d'un gene codant pour une acyltransf erase, et 
5 a ses utilisations. 

Les glycerolipides (glycolipides, phospholipi- 
des, et triacylglycerides) constituent chez les vegetaux 
la majeure partie des lipides. Leur precurseur coinmun est 
le sn-l,2-diacylglycr6rol-3-phosphate ou acide phosphati- 
10 dique (PA), resultant de 1' esterif ication des positions 
sn-1 et sn-2 du glycerol-3-phosphate {G3P) par des acides 
gras. La sn-glycerol-3-phosphate acyltransf erase (GPAT) 
(E,C 2.3.1.15) catalyse I'acylation de la position sn-1 
du G3P pour former le sn-l-acyiglycerol-3-phosphate ou 
15 acide lysophosphatidique (LPA) . Le LPA est ensuite utili- 
se comme substrat par la l-acyl-sn-glycerol-3-phosphate 
acyltransf^rase ou acyltransf^rase lysophosphatidique 
(LPAAT) (E.G. 2. 3. 1.51) qui acyle la position sn-2 du gly- 
cerol. Dans la synthese des triacylglycerides, qui cons- 
20 tituent I'essentiel des lipides de reserve, intervient 
une troisieme enzyme, la sn-1, 2-diacylglycerol acyltrans- 
f erase ou diacylglycerol acyltransf erase (DAGAT) qui ca- 
talyse I'acylation de la position sn-3. 

Les lipides vegetaux sont utilises actuelle- 
25 ment dans des domaines tres varies, de 1' alimentation a 
1' Industrie chimique, et il est souhaitable de disposer 
de plantes produisant des lipides specif iquement adaptes 
a 1' utilisation envisagee. Dans ee but, on cherche notam- 
ment a modifier la composition en acides gras des glyce- 
30 rolipides, et en particulier des triacylglycerides. 

Par exemple, dans ie cas du colza (Brassica 
napus), on utilise pour I'huile alimentaire, les plantes 
ayant la teneur la plus faible possible en acide §ruci- 
que. En revanche, on recherche une teneur elevee en acide 
35 erucique chez les plantes produisant des huiles destinees 
a 1' utilisation industrielle. 
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La composition des glycerolipides en acides 
gras depend essentiellement , d' une part de la repartition 
quantitative et qualitative des acides gras produits par 
la plante, et d' autre part de la specif icite de substrat 
des acyltransf erases vis-a-vis de ces acides gras. Pour 
controler cette composition, il a ete propose d' agir se- 
parement ou conjointement sur ces deux facteurs, en xn- 
tervenant ; 

- au niveau de la biosynthese des acides gras, 
pour favoriser ou au contraire inhiber la production d'un 
ou plusieurs acides gras specif iques, et eventuellement 
pour induire la synthese de nouveaux acides gras ; 

- au niveau de I'acylation du G3P, pour modi- 
fier sa specif icite dans le sens souhaite. 

Dans le cas du colza, les variet^s les plus 
riches en acide 6rucique actuellement disponibles produi- 
sent une huile dans laquelle 1' acide erucique represents 
au plus 50 a 50% des acides gras totaux. L' analyse des 
triacylglycerides des graines issues de ces vari^tes a 
montre que cet acide est present quasi exclusivement aux 
positions sn-l et sn-3 ; cette repartition selective a 
ete attribuee a la specificite de substrat de la LPAAT de 
colza, qui exclurait les acides gras a tres longue chaine 
OC20) ; ceci limits la teneur en ■ acide erucique des 
triacylglycerides de graines de colza a un seuil theori- 
que maximal de 66% des acides gras totaux. 

Dans le but de s'affranchir de cette limita- 
tion, le gene d'une LPAAT de ■ Limnanthes alba capable 
d'incorporer 1' acide Erucique en position sn-2 a ete ex- 
prime dans les graines d'une variete de colza a taux ele- 
ve en acide erucique. Cependant, bien qu'une incorpora- 
tion d' acide erucique en position sn-2 ait ef f ectivement 
ete observee dans les triacylglycerides des graines de ce 
colza transgenique, cette incorporation est restee fai- 
35 ble ; en outre, la quantite totale d' acide erucique m- 
corpor^e dans ces triacylglycerides n'etait pas supe- 
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rieure a celle des plantes temoin non transformees 
[LASSNER et al . , Plant Physiol. 109:1389-1394,(1995)]. 

Ce resultat pourrait s'expliquer, en dehors de 
I'eventualite d'une production limitante d' acide eruci- 
que, par une faible specificite de la LPPAT exogene de 
Limnanthes , qui, outre 1' acide erucique, pourrait egale- 
ment incornorer de 1' acide oleique, et egalement par 
1' existence d'une competition entre I'activite LPAAT exo- 
gene et une activite LPAAT endogene du colza, qu'il se- 
rait necessaire d' inhiber pour augmenter incorporation 

d' acide erucique. 

Jusqu'a oresent, on ne disposait que de peu 
d' informations sur I'enzyme ou les enzymes responsable (s) 
de I'activite LPAAT chez le colza. Les LPAAT sont en ef- 
fet des enzymes membranaires, difficiles a purifier sous 

forme active. 

A 1' exception de la LPAAT de noix de coco 
[KNUTZON et al.. Plant Physiol. 109:999-1006, (1995)], 
qui a ete purifiee a partir des membranes de 1' albumen, 
et dont le gene a ete ulterieurement isole par criblage 
d'une banque d'ADNc, les LPAAT vegetales deji identifiees 
ont pour la plupart ete caracterisees par des techniques 
de genecique moleculaire. II s'agit de la LPAAT de mals 
tBROWN et al.. Plant Mol. Biol., 26:211-223, (1994)], des 
LPAAT de Limnanthes [BROWN et al.. Plant Mol. Biol., 
29:267-278,. (1995) ; HANKE et al., Eur. J. Biochem. 

232:806-810, (1995) ] . 

Afin de permettre 1' amelioration du controle 

de I'acylation en position 5n-2, les Inventeurs ont en- 
trepris de caracteriser la ou les enzymes impliquee(s) 
dans I'activite LPAAT chez le colza. 

lis sont ainsi parvenus a isoler une sequence 
d'ADN de Brassica napas codant pour une LPAAT plastidiale 
fonctionnelle ; cette LPAAT sera denommee ci-apres BAT2 
35 (Brassica Acyl-Transferase 2) . 
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Une sequence d'acide nucleique comprenant la 
sequence codant pour BAT2 est representee dans la liste 
de sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO: 1, et la 
sequence polypeptidique deduite est representee sous le 

5 numero SEQ ID NO: 2. 

2 codons ATG pouvant constituer des sites po- 
tentiels d' initiation de la traduction sont presents sur 
la sequence SEQ ID .NO: 1 ; le polypeptide de 344 acides 
amines debutant au residu methionine en position 16 de la 
10 sequence SEQ ID NO: 2 est suffisant pour I'activxte 

L' analyse de la sequence en acides amines de 
BAT2 par le logiciel pSORT suggere la presence d'une se- 
quence signal comprise dans les 95 acides amines N- 
15 terminaux de la sequence SEQ ID NO: 2. Cette sequence si- 
gnal est impliquee dans I'adressage de la LPPAT BAT2 dans 

la membrane plastidiale. 

La sequence de la prot6ine mature active est 

comprise dans les 279 acides amines C-terminaux. 
20 La comparaison, a I'aide du logiciel BLASTX2 

CGISH et al., Nat. Genet., 31:266-272, (1994)] entre la 
seauence peptidique de BAT2, et les sequences peptidiques 
de LPAAT precedemment connues, fait apparaitre une tres 
faible homologie (au maximum 20% d'identite) lorsque la 
25 comparaison est effectuee sur 1' ensemble de la sequence. 

Sur certaines regions de la sequence, on ob- 
serve une homologie plus import ante. La figure 1 repre- 
sente I'alignement de la sequence 187-302 de BAT2 avec 
les sequences des LPAAT presentant la plus forte homolo- 
30 gie. Les scores les plus important s sont observes avec : 

- le produit du gene SLCl de S. cerevisiae 
(P33333) [NAGIAC et al. J. Biol. Chem. , 268:22145-22163, 
(1993) 1 : 32% d'identite et 51% d' Equivalence, sur un 
alignement de 204 acides amines ; 
35 - la LPAAT microsomale des graines de Limnan- 

thes (Q42870) [HANKE et al., Eur. J. Biochem., 232:806-810, 
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Diani- Phvsiol. 109:1389-1394, 
(1995) ; LASSNER et al., Plant Physiol. 

1995) ; BROWN et al,, Plant Mol. B.ol., 29.26 
278 (1995)] : 30% d' identity et 54% d' equivalence, sur un 
alignement de 182 acides amines ; 

-la LPAAT d' endosperme de noix de coco 
' (042670, tKNUTZON al.. PU« Physiol. 109.999-1006 
,1,55)1 : 31% d' identity et 47% d' equivalence, sur un 

^^^i- Ha 229 acides amines ; 
.U,ne.ent de 229 ^^^^ Sy^ec^ocystis, 

XO (P74498, : 30% d' identic et 55% d' equivalence, sur un 

alignement de 143 acides amines ; ,„,.s4,, . 31% 

- la proteine plsC de E. Cell (P26647) . 31. 
d- identity et 50% d' Equivalence, sur un aliqnement de 115 

^3 ^"*:;p.,3ente invention a pour objet un fra^ent 

...cide v.q.tale 

- ^T^urrava^xrntriir-so . 

r^r*if France au moins juo cv- cl ^ 

prerereu'-c rn NO- 2 ; et/ou 

20 95% d-identite avec la sequence ^ , 

b) une sequence complement aire ae la h 

codante a) ci-dessus. ^^AfAre de la 

Selon un mode de realisation prefere de 

p..sente invention, ladite sequence codante code pour 

- — :r,::= ::ir:;aLent des .a^ments de 
, H 70ob et de pr«4rence de plus de 30pb, d'une se- 
' codante telle%ue d.finie ci-dessus, ou capables 

rs«e: sp.ci.i:ueme„t en conditions strin^entes, 

30 avec ladite sequence. Ceci inclut ^JT^.^ 

SEQ IP HO: 2. ou de .UqonucUo- 
irrdrt ^"1-::: des s^es peptidiques suivan- 

35 tes (code 1 lettre) : 

FPEGTRS ; 
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PFKKGA ; 

qui sont coimaunes a des LPAATs de sequences 
anterieurement connues, ou des fragments complementaires 

dudit oligonucleotide. 

Des fragments d'acide nucleique conformes a 
1. invention peuvent en particulier etre utilises ^cotnme 
amorces et/ou sondes, pour detecter et doner des sequen- 
ces codant pour des LPAATs plastidiales, de colza ou 
d.autres vegetaux, ainsi que des sequences codant pour 
des LPAATS de colza ou d'autres especes, notamment de 
cruciferes, exprimees dans des compartiments cellulaxres 
autres que les plastes, en particulier le reticulum endo- 
plasmique. 

Les analyses effectuees par transfert de Sou- 
thern et par RFLP. en utllisant con^e sonde d'hybridation 
en conditions strin,entes l-ADNc de SAr2, marque au P, 
.ontrent la prisenoe dans le genome du coUa. 
dans le genome d'A. tialiana, d- au moins 2 exe^laxres 
hcftologues du gene SAr2, et permettent de suppoaer que ce 
gene fait partie d'une famiUe multig^nique oomprenant 4 

La presence invention a 4galement pour objet . 
. les vecteurs recombinants resultant de 
insertion d'au moins un fragment d'acide nucleique 
conforme i !■ invention, dans un vecteur appropria ; avan- 
tageusement, il s'agit de vecteurs d ■ expression dans les- 
quels le fragment d'acide nucUlque conforme a 1 inven- 
tion est insir^ sous =ontr61e transcrtptionnel de sequen- 
ces de rigulatlon (telles que promoteur et/ou termina- 
50 teur) fonctionnelles dans una cellule-hSte dans laquelle 
on souhaite exprimer ledit fragment. 

- les cellules-hotes, procaryotes ou eucaryo- 
tes at les organismes pluricallulaires, en particulier 
des' cellules vegitales et des vegetaux. transforr.es par 
35 au moins un fragment d'acide nucleique conforme a 1 in- 
vention . 
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L' invention englobe egalement la LPAAT recom- 
binante ou les fragments de LPAAT recombinant e, resultant 
de 1' expression dans une cellule-hote, de la sequence co- 
dant pour ladite LPAAT ou ledit fragment, portee par un 
5 fragment d'acide nucleique conforme a 1' invention. La 
LPAAT recombinante conforme a 1' invention, ou ses frag- 
ments, peuvent par exemple etre utilises pour produire 
des anticorps anti-LPAAT, permettant le criblage de ban- 
ques d' expression d'ADNc dans le cadre de la detection et 
10 du clonage d'autres LPAATs. 

Des fragments d'acide nucleique conformes a 
1' invention peuvent avantageusement etre utilises, en 
orientation sens ou antisens, pour produire des plantes 
transgeniques, notamment a partir de colza ou d'autres 
15 plantes oleagineuses, afin de reguler I'activite LPAAT 
Chez la plante ainsi transformee, et agir sur la composi- 
tion en acides gras des lipides, et en particulier des 
triacylglycerides, produits par cette plante. 

La presente invention englobe egalement les 
20 plantes transgeniques produites de la sorte. 

Ces plantes peuvent etre obtenues par les 
techniques habituelles, connues en elles-memes, de trans- 
genese vegetale. Selon 1' utilisation envisagee, une se- 
quence d'acide nucleique conforme a 1' invention peut etre 
25 placee sous contrSle d'un promoteur inductible ou d' un 
promoteur constitutif, d'un promoteur ubiquitaire, ou 
d'un promoteur tissu-specif ique . Ces plantes peuvent ega- 
lement contenir d'autres transg^nes, pref erentiellement 
des transgenes derives de genes impliques dans la biosyn- 

30 th^se des lipides. 

On peut en particulier obtenir : 
- des plantes transgeniques, exprimant au 
moins une sequence conforme a 1' invention codant pour une 
LPAAT fonctionnelle, en lieu et place d'une ou plusieurs 
35 sequences codant des LPAAT endog^nes, ou en supplement de 
celles-ci ; 
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- des plantes transgeniques exprimant au moins 
une sequence conforme a 1' invention en orientation anti- 
sens, afin d'inhiber 1' expression des LPAAT endog^nes ho- 
mologues, et favoriser ainsi I'activite d'autres LPAATs, 
d' origins endogene ou exog^ne. 

Par exemple : 

- pour produire des colzas transgeniques a te- 
neur elevee en acide erucique, on peut co-transformer le 
colza avec d'une part une sequence d'ADN codant pour une 
LPAAT incorporant pref erentiellement 1' acide erucique en 
position sn-2, telle que la LPAAT de . Limnanthes alba 
(LASSNER et al., (1995), publication precitee] , et 
d' autre part une sequence d' acide nucleique conforme a 
1' invention en orientation antisens, afin d'inhiber au 

15 moins en partie, la production de LPAAT endogene entrant 
en competition avec I'activite de la LPAAT exog^ne de 
Limnanthes ; 

- pour augmenter la teneur globale des graines 
en triglycerides, on peut transformer le colza avec une 

20 sequence d'ADN conforme a 1' invention, codant pour une 
LPAAT plastidiale deletee de sa sequence d'adressage dans 

les plastes ; 

- pour augmenter la teneur en acides gras sa- 

tures, en particulier en acide palmitique, on peut co- 
25 transformer le colza avec une sequence d'ADN conforme a 
r invention, codant pour une LPAAT plastidiale deletee de 
sa sequence d'adressage dans les chloroplastes, et avec 
un ou plusieurs genes d' ACP-thioesterases utilisant pre- 
f erentiellement des palmitoyl-ACP comme substrats. 

La presente invention sera mieux comprise a 
I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples non-limitatif s illustrant 
identification, et le clonage d'un gene codant pour la 
LPAAT BAT2 de Brassica napus. 
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EXEMPLE 1 : ISOLEMENT ET CARACTERISATION DE L'ADNc D'UNE 
LPAAT DE COLZA 

Pour rechercher la presence de genes codant 
pour des LPAAT, une banque d'ADNc d' embryons immatures de 
5 colza a ete criblee par complementation heterologue de la 
mutation du gene plsC de la souche JC201 d'E. Coli 
[COLEMAN, J. Biol. Chem. , 265 ;17215-17221, (1990)]. Cette 
mutation ponctuelle - conf ere aux mutants JC201 un pheno- 
type thermosensible, du fait de 1' inactivation a temp6ra- 
10 ture elevee de la LPAAT codee par le gene plsC. Ces mu- 
tants poussent bien a 30°C, dif f icilement a SVC et pas 

du tout a 42-44°C. 

Pour le criblage, une banque de phagemides de- 
rives de 2 X 10« clones prelev^s sur une banque d'ADNc 
15 d' embryons immatures de colza clones dans le vecteur 
lambda ZAPII (STRATAGENE) , a ete construite en utilisant 
le kit « ExAssist » (STRATAGENE). 

Les bacteries sont transformees par electropo- 
ration avec ces phagemides, puis cultivees sur LB agar, 
20 en presence d' ampicilline et d'IPTG (isopropyl-p-D- 
galactothiopyranoside) . Les bacteries qui poussent a 42''C 
sont selectionnees. L'ADN plasmidique des clones capables 
de pousser a 42''C a ^te analyse par PGR, pour determiner 
la taille de 1' insert. Apr^s 3 cycles de transformation 
25 suivie de selection, environ 85% des clones contiennent 
un insert de 1,2 kb environ. Le sequencage des extremites 
des inserts de 4 de ces clones montre qu' ils sont identi- 
ques. L'un de ces clones, denomme pBAT2, a ^te enti^re- 
ment sequence. 

30 EXEMPLE 2 : SEQUENCE HUCLEOTIDIQDE DE BAT2 ET SEQUENCE 
PEPTIDIQUE DEDUITE. 

L'ADNc du clone pBAT2 comprend une sequence de 
1155pb suivie d'une queue poly(A) de 18 residus. Cette 
sequence comprend une phase unique de lecture ouverte, 
35 correspondant a un polypeptide de 351 acides amines, qui 
represente une proteine de fusion, comprenant 344 acides 
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amines de la sequence de pBAT2, et une partie de la se- 
quence de la p-galactosidase du vecteur de clonage. La 
sequence qui est representee sur la liste de sequences en 
annexe sous le numero SEQ ID NO: 1, comprend en outre une 
partie de la sequence genomique (nucleotides 1 a 79 de la 
sequence SEQ ID NO: 1) situee en amont de la sequence 

d'ADNc de pBAT2. 

2 codons ATG pouvant constituer des sites po- 
tentiels d' initiation de la traduction ont 6te localise 
sur la sequence SEQ ID NO: 1 ; si le premier d'entre eux 
(position 58 de la sequence SEQ ID NO: 1) est utilise, le 
oroduit de traduction de la sequence SEQ ID NO: 1 est un 
polypeptide de 359 acides amines, dont le poids molecu- 
laire et le pl theoriques sont respectivement de 39,6 
15 kDa, et d' environ 9,8 ; ce polypeptide est represents sur 
la liste de sequences en annexe sous le numero 
SEQ ID NO: 2. Si initiation de la traduction s'effectue 
au niveau du 2^ codon ATG (position 103 de la sequence 
SEQ ID NO: 1), le produit de traduction est un polypep- 
tide de 344 acides amines, dont le poids moleculaire 
theorique est d' environ 37,9 kDa. 

L' analyse de la sequence en acides amines de 
BAT2 par le logiciel pSORT suggere la presence d'un pep- 
tide signal d' environ 80 a 95 residus. Cette sequence si- 
gnal potentielle est riche en serine, en alanine, en va- 
line, et en acides amines basiques, ce qui est caracte- 
ristique des sequences d'adressage vers la membrane des 

chloroplastes. _ 

L' analyse de la sequence polypeptidique mdx- 
que ^galement la presence de deux domaines transmembra- 
naires potent iels, respectivement situ^s entre les acides 
amines 124 a 140, et 219 a 235. 

Les sequences consensus des LPAAT (FPEGTRS et 
PFKKGA), sont respectivement situ^es aux positions 273- 
279 et 286-291 de la sequence SEQ ID NO: 2 ; une sequence 
correspondant a la sequence consensus NHXXXXD, qui est 
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conservee chez toutes les acyltransf erases membranaires 
connues jusqu'a present, est localisee aux positions 202- 
208 de la sequence SEQ ID NO: 2. 

EXEMPLE 3 : ACTIVITE ENZYMATIQDE DE LA PROTEINE CODEE PAR 
5 L' INSERT D'ADNC DE pBAT2 

Pour verifier que la proteine codee par 
1' insert de pBAT2 possedait ef fectivement une activity 
LPAAT, la capacite de cette proteine a incorporer I'acide 
oleique ou de I'acide palmitique en position sn-2 du LPA, 

10 a ete testee. 

La souche E. coli JC201 transformee avec 

pBAT2, et a titre de temoins, la souche E. coli JC201 
non-transformee, ou transformee' avec le vecteur (pBSK) 
depourvu de 1' insert d'ADNc de BAT2, sont mises en 
15 culture a 30°C jusqu'a une densite optique de 0,5. 

Apres induction par I'IPTG, et culture pendant 
3 h a 30-0, les bacteries sont lysees et fractionnees et 
I'activite specif ique LPAAT est mesuree, sur les extraits 
membranaires bruts, en presence d' oleoyl-CoA(l-^^C) ou de 
20 palmitoyl-CoAd-^-'C), selon le protocole de CAO et al. 
[Plant Physiol., 9:1199-1206, (1990)]. 

Les resultats sont illustres par le tableau I 
ci-dessous, qui indique I'activite specif ique, .en pmol 
d'acide phosphatidique formees/mg de proteine/heure. 
25 , TABLEAU I 



CULTURE 



Oleovl-CoA(l-^^C) 



SUB STRAT 

Palmitovl-CoA(l-^'C) 



JC201 



1,86 



3,74 
1,59 



JC2gi+pBSK 



1,65 



JC201+PBAT2 



5,8 



11,06 



30 



Les extraits membranaires de la culture trans- 
formee avec PBAT2 presentent une activite LPAAT supe- 
rieure a celle des extraits membranaires obtenus a partir 
de la culture non-transformee, ou transformee avec le 
vecteur pBSK, ce qui montre que I'activite LPAAT est ef- 
fectivement restauree par le produit de traduction de 
1' insert de pBAT2. 
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EJffiMPLE 4 : LOCALISATION CELLULAIRE DE BAT2 

La localisation plastidique suggeree par 
ranalyse de sequence de BAT2 a ete verifiee en testant 
la capacite de chloroplastes de pois isoles a importer 

RAT2 

Dans c. but, VKWc du clone pBM2 a eta 
transcrit in vitro, en utllisant I'ARN polymerase T3 ; le 
transcrit est traduit en systeme acellulaire de germe de 
b f en presence de .*thionine .ar,u4e au "S. On obtient 
ainli un produit de traduction d' environ 40 =^ 
duit est incube avec des chloroplastes isoles de po.s^ 
Apris r incubation, les chloroplastes sont traxtes a la 
protease et £ractionn4s, selon le protocole decrit par 
BROCK et al. (Plant Mol. Biol. 23,4,, 717, ,1993,1 , et 
lef di«*rentes fractions analys.es ^ par .lectrophorese 
pour reohercher le produit marqu* au "s. 

les resultats de cette analyse montrent que le 
produit de traduction de BAT2 est import* dans les chlo- 
roplastes de pois, et cliv* en una protexne de 32 .Da qui 
0 est essentiellement localis4e dans la xraction membra 
naire, et un peptide signal de 8kDa. 

Ces resultats confirment que la proteine BAT2 
est bien synthetisee avec un peptide signal dont le role 
d- importer la protUne dans la membrane ^es ch o 
5 plastes. Le precurseur a une masse apparente d-envxron 
40 kDa et le peptide signal d' environ 8 kOa. 
EaMEi^: 5 : i,ocm.ism;ioh de l' expresskm du GBm BM2 

L' expression du g^ne BArz a et4 etudiie dans 
diff*rents organes de B. napus et d'A. tfaliana 
,0 L'.Stude a 4te effectu^e par transfert de Nor 

.,ern, en utilisant une sonde correspondent 4 la sequence 
codante de BAI2, sur des ARN totaux de trges 
de teuilles, de tleurs, de graines en cours de developpe 
Tent 128 jAP ,1ours apr*s poUinisatlon, 1 , et de graines 
35 seches. 



wo 00/29585 



13 



PCT/FR99/02827 



Oans chacun des tissus B. .ap.. et d'.. '-^-- '^ 
t^s on observe 1' hybridation de la sonde avec un trans 
crit d' environ 1,3 kb chez B. napus, et avec un transcrit 
d' environ 1 kb chez A. thaJlana. L' intenslte du signal 

S d' hybridation est si.ilaire dans tons les tissus y =om- 
oris les tissus non-photosynthetiques contenant des plas- 
tes autres que les chloroplastes. I' observation d'une hy- 
bridation dans les araines matures, indique en outre que 
le messaqer de BAT2 de^eure stable lors de la maturation 

10 de la graine. 
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REVENDICATIONS 

1) Fragment d'acide nucl^ique comprenant : 

a) une sequence codant pour une LPAAT vegetale 
dont la sequence peptidique presente au moins 20% 
d'identite avec la sequence SEQ ID NO: 2 ; et/ou 

b) une sequence coraplementaire de la sequence 

codante a) ci-dessus. 

2) Fragment d'acide nucleique selon la reven- 
dication 1, caracterise en ce que ladite sequence codante 
code pour le polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2. 

3) Fragment d'acide nucleique de plus de 20pb, 
capable de s'hybrider specif iquement en conditions strin- 
gentes avec une sequence codante telle que definie dans 
une quelconque des revendications 1 ou 2, a 1' exception 
des fragments constitues par un oligonucleotide codant 
pour I'une des sequences peptidiques suivantes : 

FPEGTRS ; 
PFKKGA ; 
ou par son complementaire. 

4) Vecteur recombinant contenant un fragment 
d'acide nucleique selon une quelconque des revendications 
1 a 3. 

5) Cellule trans formee par au moins un frag 
ment d'acide nucleique selon une quelconque des revendi- 

25 cations 1 a 3. 

6) Cellule transformee selon la revendication 

■ 5, caract^risee en ce qu' il s'agit d'une cellule vege- 
tale. 

7) Plante transgenique transformee par . au 
moins un fragment d'acide nucleique selon une quelconque 

des revendications 1 a 3. 

8) Utilisation d'un fragment d'acide nucleique 
selon une quelconque des revendications 1 a 3, pour regu- 
ler I'activite LPAAT chez une plante. 

35 9) utilisation selon la revendication 8, ca- 

racterisee en ce que ladite plante est le colza. 



20 
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10) Utilisation selon une quelconque des re- 
vendications 8 ou 9, caracterisee en ce que ledit frag- 
ment d'acide nucleique est utilise en orientation anti- 



sens 



11) Utilisation selon la revendication 10, ca- 
racterisee en ce que ledit fragment d'acide nucleique est 
utilise pour exprimer une LPAAT fonctionnelle . 

12) Utilisation selon la revendication 11, ca- 
racterise en ce que ladite LPAAT est d^letee de sa se- 

10 quence d'adressage dans les plastes. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE 
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 
UNIVERSITE PIERRE ET MARIE CURIE 
UNIVERSITE VICTOR SEGALEN BORDEAUX II 
REWARD, Michel 
ROSCOE, Thomas James 
DELSENY, Michel 
BOURGIS, Fabienne 
BARRET, Pierre 
GUERCHE, Philippe 

<120> GENE CODANT POUR UNE AC YL TRANSFERASE DE COLZA, ET SES 
UTILISATIONS 

<130> MJPcb539/79 

<140> 
<141> 

<150> FR9814470 

<151> 1998-11-18 

<160> 2 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1253 
<212> ADN 

<213> Brassica napus 

<220> 
<221> CDS 

<222> (58) . . (1134) 



taaaaacagc agagaaaaga gtcaagagat aaaagcaatg aagatggaga gataagc 

atg age aaa tct cac gga cga tgt ttt age teg cga gat tec gee atg 
Met Ser Lys Ser His Gly Arg Cys Phe Ser Ser Arg Asp Ser Ala Met 



1 5 



gat gte get tct get egg ggg gte tec tea eat ect eea tat tat age 
Lp Val Ala Ser Ala Arg Gly Val Ser Ser His Pro Pro Tyr Tyr Ser 
20 25 ^0 

aaa eee att tgt tea tea eag tea teg ttg att egg att ecg ate agt 
Lys Pro lie Cys Ser Ser Gin Ser Ser Leu He Arg lie Pro He Ser 
oc 40 4^ 



I- III IT. Z )ll S Ill lit ill S nj ill lit 

50 55 ^° 

get get teg aga ggg gtg aea agg cgt act agt ggt gta caa tgg tgt 
Ila Ila ser Arg Gly Val Thr Arg Arg Thr Ser Gly Val Gin Trp Cys 
65 70 ^5 



153 



201 



249 



297 
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tac cat tct att aga ttt gac ccr ttc aaa gtt aat gat aag aac tea 345 
Tyr Arg Ser He Arg Phe Asp Pro Phe Lys Val Asn Asp Lys Asn Ser 
85 90 

aaa act gtg act gtg aga teg gat ctt tea gga get gca acc cct gaa 393 
Arg rlr tl Thr U A?g Se? Asp Leu Ser Gly Ala Ala Thr Pro Glu 
100 105 110 

tct act tat cca gaa cca gag att aag ttg age tea aga etc aga ggg 441 
Ser Thr Tyr Pro Glu Pro Glu He Lys Leu Ser Ser Arg Leu Arg Gly 
115 120 125 

ata tac ttc tgt etc gtt get ggc ate tec gee att gtt etc ate gtc 
ill Cys Phe Cys Leu ?al Ala Gly He Ser Ala lie Val Leu He Val 
130 135 140 

ctq atg ate att ggc eat ccc ttc gtc ctt eta ttt gat cgt tac agg 
Leu He He Gly His Pro Phe Val Leu Leu Phe Asp Arg Tyr Arg 
145 150 155 

aga aaa ttc cat cac ttc att get aag ctt tgg get tec ata age ate 
Arg Lys Phe His His Phe He Ala Lys Leu Trp Ala Ser He Ser He 

tac ccg ttt tac aaa aca gac ate eaa ggt ttg gag aat ctg ccg teg 
^yr pro Phe Tyr Lys Thr Lp He Gin Gly Leu Glu Asn Leu Pro Ser 
180 185 190 

1-ra aac act cct tqt gta tac gtt teg aac . cac eaa age ttt ctg gat 
ser £p ?hr Pro Cys ?al Tyr ?al Ser Asn His Gin Ser Phe Leu Asp 
195 200 205 

ata tac aca ctt etc age ctt ggc eaa age tat aag ttc ate age aag 
He Tyr Thr Leu Leu Ser Leu Gly Gin Ser Tyr Lys Phe He Ser Lys 
210 215 220 

aca ggg ata ttc gtt att cct gtc ate ggt tgg get atg tec atg atg 
S G?v He Phe ?al He Pro Val He Gly Trp Ala Met Ser Met Met 
225 ' 230 235 

ggg gtt gtt ccc ttg aag agg atg gac cca aga age caa gtg gat tgc 
Gly val Val Pro Leu Lys Arg Met Asp Pro Arg Ser Gin Val Asp Cys 
245 250 255 



489 



537 



585 



633 



681 



729 



777 



825 



tta aaa cac tqc atg gaa eta gtg aag aag gga get tec gtc ttt ttc 
^eu lys Sg Cys Me? Glu Leu Val Lys Lys Gly Ala Ser Val Phe Phe 
260 265 270 

ttc cca gag gga acg agg agt aag gat ggt egg tta ggt cct ttc aag 
Phe Pro 111 lly Th? A^g Ser Lys Asp Gly Arg Leu Gly Pro Phe Lys 
275 280 285 

aaa ggg get ttt acg ata gea get aag aca gga gtt cca gtg gtg cca 
Lys Gly Ala Phe Thr He Ala Ala Lys Thr Gly Val Pro Val Val Pro 
290 295 300 



ata acg ctg atg gga aca ggg aag ate atg ccg acg ggt agt gaa ggt 
He Th? Leu Me? ciy Thr Gly Lys He Met Pro Thr Gly Ser Glu Gly 
305 310 315 
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ata eta aat cat ggg gat gtg aga gtg ate ate cac aag ccg ata tat 1065 
Leu Afn hIs Lp Val Arg Val lie He His Lys Pro lie Tyr 
325 330 -iJa 

qqa aqc aaa get gat gtt ctt tgc gaa gag gcg aga aac aag ata get 1113 
Ser Lys Ala Asp Val Leu Cys Glu Glu Ala Arg Asn Lys He Ala 

340 

gaa tct atg aat etc ttg agt tgaaacgttt gttttttaag cagtgtctct 1164 
Glu Ser Met Asn Leu Leu Ser 
355 

atgaaeaatg agaaggctaa aecattttta catgtcagtt ttattgttta aaataaaatt 1224 

. 1253 
taggcttttc aaaaaaaaaa aaaaaaaaa 



<210> 2 
<211> 359 
<212> PRT 

<213> Brassica napus 

Mefser Lys Ser His Gly Arg Cys Phe Ser Ser Arg Asp Ser Ala Met 
1 5 10 

ASP val Ala Ser Ala Arg Gly Val Ser Ser His Pro Pro Tyr Tyr Ser 
20 25 30 

Lys Pro lie Cys Ser Ser Gin Ser Ser Leu He Arg lie Pro lie Ser 

40 ^-^ 



35 



Lys Gly Cys Cys Phe Ala Arg Ser Ser Asn Leu lie Thr Ser Leu His 



50 



55 



Ala Ala Ser Arg Gly Val Thr Arg Arg Thr Ser Gly Val Glr. Trp Cys 
65 70 75 

Tyr Arg Ser He Arg Phe Asp Pro Phe Lys Val Asn Asp Lys Asn Ser 



85 



Arg Thr Val Thr Val Arg Ser Asp Leu Ser Gly Ala Ala Thr Pro Glu 
100 105 110 

Ser Thr Tyr Pro Glu Pro Glu He Lys Leu Ser Ser Arg Leu Arg Gly 
H5 120 125 

He Cys Phe Cys Leu Val Ala Gly He Ser Ala He Val Leu He Val 



130 



135 



Leu Met He He Gly His Pro Phe Val Leu Leu Phe Asp Arg Tyr Arg 
145 150 155 

Arg Lys Phe His His Phe He Ala Lys Leu Trp Ala Ser He Ser He 
165 170 

Tyr Pro Phe Tyr Lys Thr Asp He Gin Gly Leu Glu Asn Leu Pro Ser 

185 I'O 



180 



Ser Asp Thr Pro Cys Val Tyr Val Ser Asn His Gin Ser Phe Leu Asp 



195 200 
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lie Tyr Thr Leu Leu Ser Leu Gly Gin Ser Tyr Lys Phe He Ser Lys 



210 



215 



Thr Gly lie Phe Val lie Pro Val lie Gly Trp Ala Met Ser Met Met 



225 



230 



Gly val val Pro Leu Lys Arg Met Asp Pro Arg Ser Gin Val Asp Cys 



245 



Leu Lys Arg Cys Met Glu Leu V.l Lys Lys Gly Ala Ser Val Phe Phe 



260 



265 



Phe Pro Glu Gly Thr Arg Ser Lys Asp Gly Arg Leu Gly Pro Phe Lys 

275 -2^^ 
Lys Gly Ala Phe Thr He Ala Ala Lys Thr Gly Val Pro Val Val Pro 

290 

lie Thr Leu Met Gly Thr Gly Lys He Met Pro Thr Gly Ser Glu Gly 
305 

lie Leu Asn His Gly Asp Val Arg Val He lie His Lys Pro lie Tyr 
325 .330 

Gly ser Lys Ala Asp Val Leu Cys Glu Glu Ala Arg Asn Lys He Ala 



340 



Glu Ser Met Asn Leu Leu Ser 
355 
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